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【緒言】 
セレン (Se) は哺乳動物にとって、重要な役割を果た
す必須微量元素の 1 つである。細胞内グルタチオンペ
ルオキシダーゼ (cGPx) をはじめとするセレノプロテ
インは、細胞に損傷を与える過酸化物を還元する抗酸
化作用を持っている1)。先行研究では、82Seを濃縮した
セレノメチオニン (82SeMet) を静脈注射したマウス肝
臓中の cGPx をアミノ酸解析した結果、Se の代謝経路
において、SeMetがcGPx中のメチオニン (Met) 残基と
ランダムに置き換わる可能性が示唆された。この仮説
を検証するためには、cGPx中のどのMet残基がどの程
度 82SeMet 残基に置き換わったのか調べる分析法の確
立が必要となる。本研究では、標的とするタンパク質
をトリプシン分解することで得られる硫黄 (S) 及びSe
を含むペプチドをキャピラリ HーPLC-ICPMS を用いて
検出する手法の確立を目的とした。 
 
【実験】 
1. キャピラリーHPLC-ICPMS によるペプチド標品の
Sの分析 
バソプレシンとオキシトシンのペプチド標品 
(Peptide Institute, Japan) を用いて、逆相カラムを接続し
たキャピラリ HーPLC-ICPMSによりペプチド中のSを
測定した。溶離液にはアセトニトリル及び0.1%トリフ
ルオロ酢酸溶液を用いた。コリジョン・リアクション
ガスとして酸素 (O2) を導入することで、ペプチド中の
Sを 32S16Oとして測定した。 
2. cGPx標品のトリプシン分解物のS及びSeの分析 
cGPx標品 (ウシ赤血球由来, Sigma Aldrich, Japan) を
用いて SDS-PAGE を行い、得られた cGPx のバンドを
切り出した。その後、ジチオスレイトールを用いて還
元化、ヨードアセトアミドを用いてアルキル化を行い、
トリプシンを用いて37 0Cで20時間ゲル内消化を行っ
た 2）。そして、トリプシン分解により得られたペプチド
中のS及びSeをキャピラリ HーPLC-ICPMSにより測定
した。コリジョン・リアクションガスとして酸素を導
入することで、Sを 32S16O、Seを 80Se16O及び 82Se16Oと
して測定した。 
 
【結果及び考察】 
1. キャピラリーHPLC-ICPMS によるペプチド標品の
Sの分析 
 キャピラリ HーPLC-ICPMS によりペプチド標品の S
の分析を行った。その結果、Sのバックグラウンドが大
きく変動した。この理由として、溶離液に用いたアセ
トニトリルの濃度勾配の影響によるものと推測された。
そのため、ICPMS に導入されるアセトニトリルの量を
一定にする必要があると考えられた。 
 この問題を解決するために、キャピラリーカラムを
通過した移動相にマイクロ HPLC を用いて逆グラジエ
ントを加えることで、ICPMS に導入されるアセトニト
リルの量を一定に調整することを試みた。また、キャ
ピラリ HーPLCの流量を1/3 (2 L min-1) に減らすこと
で導入されるアセトニトリルの量を減尐させた。以上
を踏まえた装置概略図を図1に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 上記の条件でキャピラリ HーPLC-ICPMS を用いた結
果、ペプチド標品中の S を検出することができた (図
図1  キャピラリ HーPLC-ICPMSの装置概略図  
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2)。以上の検討から、キャピラリ HーPLC-ICPMS によ
るペプチド中のSの分析法を確立した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. cGPx標品のトリプシン分解物のS及びSeの分析 
上記で確立した分析法を用いて、cGPx標品のトリプ
シン分解物のS及びSeの分析を行った。分析結果を図
3に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
分析の結果、7 種類のペプチド由来と考えられる S
のピーク、及び強度の異なる2つのSeのピークが検出
された。ここで、cGPx 標品 (ウシ赤血球由来) のアミ
ノ酸一次配列を図 4 に、理論上トリプシン分解により
得られるペプチドを表1に示した。 
Sについては、図3で得られたSのピークの数と、理
論上 cGPx のトリプシン分解により得られるペプチド
の数が一致した。また、各ペプチドの疎水性度とピー
クが検出された保持時間との関係から、各ピークの由
来となるペプチドを推定した (表 1)。強度の大きい Se
ピーク（Se-peptide 2）は、cGPx標品からトリプシン分
解して理論上得られる SeCys (U) を含む Se ペプチド 
(VLLIENVASLUGTTVR) と推定された。一方、強度の
小さいSeピーク（Se-peptide 1）は、誤開裂により生成
し た Gly と Lys を 含 む Se ペ プ チ ド
(GKVLLIENVASLUGTTVR)であると予測された 3）。以
上の結果から、キャピラリ HーPLC-ICPMS を用いるこ
とで、cGPxのトリプシン分解物中のS及びSeを含む
ペプチドを分離、検出することが可能であることを確
認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【結論】 
cGPxをトリプシン分解することで得られるS及びSe
を含むペプチドをキャピラリ HーPLC-ICPMS を用いて
検出する手法を確立した。本手法を用いて、マウス肝
臓中の cGPx をトリプシン分解することで得られるペ
プチドを分析することで、cGPx中のどのMet残基がど
の程度 82SeMet 残基に置き換わったのか調べることが
できると期待される。 
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図2 ペプチド標品（バソプレシンとオキシトシン）の分析結果 
図4 cGPx標品のアミノ酸一次配列 
表1 理論上得られるペプチド 
